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論文内容要旨
 造血細胞が増殖・分化していく過程において,その細胞自身が持つ自律的制御やサイトカイン・
 造血微小環境等の外的因子が重要である。マウスでの造血は胎生7日より胎児卵黄のうで始まり,
 胎生12日から胎児肝臓,さらに胎生15日から骨髄,胎生16日から脾臓で行われるようになり,生
 後は骨髄と脾臓が造血組織となる。胎生12日から16日にかけて急激にしかも一過性に赤血球造血
 支持能を有するようになる胎児肝臓は,赤芽球前駆細胞の分化・増殖のメカニズムを解明するの
 にまたとない絶好の環境を提供してくれるものと考え,胎児肝臓において造血微小環境を構成す
 る間質細胞(ストローマ細胞)の樹立を試みた。本研究では,胎児肝臓由来ストローマ細胞
 (FLS細胞)株を樹立し,このFLS細胞を用いて赤芽球前駆細胞の分化・増殖のメカニズムにつ
 いて解析を行なった。
 C57BL/6Jマウスの13日目胎児肝臓を261/2G注射針を用いて分散させ,2%胎児血清
 (FBS)・トランスフェリン・インスリン・上皮成長因子・エタノー・ルァミンを含むRITC80-7
 培地で培養を始め,プロナーゼを用いて継代培養し,9っの独立した細胞株を得ることができた。
 得られたFLS細胞を支持細胞にしてエリスロポエチン(EPO)存在下30%FBS含有0,8%メチ
 ルセルロース半流動培地にて13日目胎児由来赤芽球前駆細胞を4日間共培養すると,全ての
 FLS細胞上にベンチジン染色雛となる五百～千個位からなる大きな赤芽球コロニーを観察す
 ることができた。この赤芽球コロニーはEPO濃度依存的に形成され,後期赤芽球前駆細胞
 (CFU-E)段階付近の前駆細胞が約10回分裂・増殖してできることが分った。またFLS細胞の培
 養上清を用いた培養やヌクレオポアフィルターを用いた培養により,FLS細胞が液性因子を分
 泌することで赤芽球コロニー形成に作用しているとは考えにくく,FLS細胞が赤芽球前駆細胞
 と直接接触することでEPOと共同で分化・増殖のシグナルを出しているものと考えられた。
 最近になって,白斑・不妊・貧血の症状を呈するW突然変異マウスの原因がプロトオンコジー
 ン。一航の変異であることが明らかとなった。c-Ki七蛋白質がFLS細胞上に形成される赤芽球コ
 ロニーに対してどの様に関わっているのかを解析した。WB-W/+マウス同士かけ合わせて得ら
 れる胎児は四/W・W/+。+/+の3っの遺伝子型が考えられる。RT-PCR法により,これら胎
 児の遺伝子型を明らかにし,13日目胎児肝臓由来赤芽球前駆細胞をFLS細胞上に載せ,EPO存
 在下30%FBS含有メチルセルロース半流動培地にて共培養を行った。w/W由来赤芽球前駆細
 胞を用いた培養では大きな赤芽球コロニーは観察されなかった。このことからFLS細胞を用い
 た系において。-Kit蛋白質が赤芽球前駆細胞の分化・増殖に関係していると考えられた。一方,
 W/+および+/+由来赤芽球前駆細胞では赤芽球コロニー数において互いに区別することはでき
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 なかった。しかし両者の間でコロニーの大きさを比較検討したところ,慨/+では+/+と比べて
 約1/3に減少しており,W/+と+/+間の。-Kit蛋白質量の違いが赤芽球前駆細胞の分裂回数
 に影響したことでコロニーの大きさが変化したものと考えた。さらに。-Kit蛋白質に対する阻害
 抗体を作製し,この抗体を加えてストローマ細胞上の赤芽球コロニー数を検討した結果,W/+
 および+/+由来の赤芽球コロニー数がともに減少した。また,c-Kit蛋白質のリガンドである
 SCFのmRNAは,FLS細胞で豊富に発現しており,c-Kit/SCFさらにEPOからのシグナル伝
 達が赤芽球コロニー形成に関わっているものと考えられた。
 フレンドウイルス感染マウス脾臓由来赤芽球前駆細胞を用いて,c-Kit蛋白質が増殖あるいは
 分化のどちらに関わっているのかをさらに詳しく解析した。阻害抗体は赤芽球前駆細胞の増殖を
 40～50%阻害するが,分化には作用しなか→た。そして増殖阻害は,抗体を加えて6時間以内と
 いう大変早い時期に観察された。実際に,赤芽球前駆細胞をEPO存在下で培養を始めてからの
 。一んZ`mRNAの発現について解析したところ,3時間以内にdownregulateされることから,
 EPOによマて誘導されるきわめて初期の増殖シグナルと共同してしかも一過性に作用している
 ものと考えられた。
 本研究では,FLS細胞を用いてZπひZooで生じる赤芽球細胞の増幅現象を厩び諭。の系で再
 現することができた。c-Kit蛋白質が赤芽球前駆細胞の増殖には必要ではあるが十分ではないこ
 と,SCFが造血を支持しないストローマ細胞や造血臓器以外にも発現していることから,今後,
 FLS細胞を用いて組織特異的に分化・増殖に関わる分子を探索していきたいと考えている。
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 審査結果の要旨
 造血幹細胞が分化・増殖していく過程において,その細胞自身が持つ自律的制御やサイトカイ
 ン・造血微小環境等の外的因子が重要な役割を果していると考えられている。
 本論文においては,マウス胎生12日から16日にかけて急激にしかも一過性に造血の場となる胎
 児肝臓に着目し,赤芽球前駆細胞の分化・増殖のメカニズムを解明すべく,胎児肝臓において造
 血微小環境を構成するストローマ細胞株の樹立を試みた。
 13日目胎児肝臓から得られた9つの独立したストローマ細胞(Fe七alLiverStromalce11:
 FLS細胞)を支持細胞にしてエリスロポエチン(EPO)存在下メチルセルロース半流動培地中
 で13日目胎児肝臓由来赤芽球前駆細胞を共培養すると,4日目にFLS細胞上に五百～千個から
 なるベンチジン染色陽性の大きな赤芽球コロニーが観察された。4日間という短期間に急激に生
 じるFLS細胞上の大きな赤芽球コロニーは大変驚くべき減少であり,赤芽球特異的に支持する
 胎児肝臓由来ストローマ細胞株の樹立は初めてである。読りめ。において胎児肝臓が急激な造血
 の場となり,大量の赤芽球前駆細胞を分化・増殖させる必要がある状況を考えると,FI、S細胞
 上で観察された大きな赤芽球コロニーは理にかなったものであり,漉u諭。の系で知り`り。で生
 じる赤芽球細胞の増幅現象が再現できたと考えられる。さらに詳しい解析により,FLS細胞上
 での赤芽球前駆細胞の分化・増殖にはEPOが必須であり,両者が直接接触する必要があること
 が明らかとなった。またFLS細胞上では赤芽球前駆細胞は平均9.6時間という大変速い時間で分
 裂し,CFU-E段階の前駆細胞もしくは近い段階の細胞が分化・増殖することが明らかとなった。
 血球系の増殖に関与する情報伝達にはw突然変異マウスの欠損遺伝子産物であるひKit蛋白
 質とそのリガンドであるSCFが関与していることが最近の報告で明らかとなった。本論文では
 Wマウスを用いた実験および。-Kit蛋白質に対する阻害抗体を用いた実験により,FLS細胞上
 で観察される赤芽球前駆細胞の分化・増殖において。-Kit/SCFが関係していることが明らかと
 なった。さらに,赤芽球前駆細胞の分化・増殖においてひKit蛋白質はEPOによって誘導され
 る6時間以内という大変早い時期の増殖シグナルにおいてのみ作用し,分化には関係していない
 ことを明確に示している。
 本論文では,胎児肝臓での赤芽球前駆細胞の分化・増殖のメカニズムについて,樹立したFLS
 細胞を用いて細胞生物学的・分子生物学的に解明している点で高く評価できる。しかし,一方で
 今後の研究に期待する部分も数多く残されているが,十分学位に値する論文と判定される。
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